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摘要 : 虫 酰 肝 模 拟 昆 虫 赔 皮 激素 的 作用 干扰 新 表皮 的 形成 。 为 了 探讨 虫 酰 肝 对 昆虫 新 表皮 形成 的 影响 是 否 与 抑制 
表皮 形成 相关 酶 的 活性 有 关 ,， 本 研究 应 用 高 效 液 相 色谱 -荧光 检测 法 (HPLC-RP), 测定 了 甜菜 夜 蛾 Spodoptera 
exigua 5 龄 幼虫 用 虫 酰 肝 处 理 不 同时 间 (24, 48 和 72 h) 后 多 巴 脱 羧 酶 和 酷 肛 酸 产 化 酶 的 活性 。 绪 采 表 明 : 用 LC, 
(28.41 pmol/L) fH LC4, (85.23 pmol/L) 两 个 亚 致 死 剂量 的 虫 酰 肝 处 理 5 龄 幼虫 后 , 多 巴 脱 凑 酶 和 酷 氨 酸 产 化 酶 的 
活性 均 受 到 明显 抑制 ， 高 浓度 的 抑制 作用 大 于 低 浓度 的 抑制 作用 。 随 春 处 理 时 间 的 延长 ， 同 一 剂量 的 抑制 作用 逐 
渐 增 强 。 进 一 步 测定 忠 酰 肘 处 理 24, 48 和 72 h 后 5 龄 幼虫 血 淋 巴 、 脂 肪 体 、 中 肠 、 表 皮 和 头 部 的 多 巴 脱 羧 酶 和 栈 
氨 酸 羟 化 酶 的 活性 , 可 看 出 虫 酰 肝 对 幼虫 不 同 组 织 的 多 巴 脱羧 酶 和 酷 氨 酸 产 化 酶 的 活性 也 具有 相似 的 抑制 作用 。 
结果 提示 ,， 虫 酰 肝 对 甜 沫 夜 蛾 幼虫 多 巴 脱 羧 酶 和 酷 氨 酸 产 化 酶 活性 具有 明显 抑制 作用 , 幼虫 新 表皮 形成 受阻 可 能 
与 虫 酰 肝 抑 制 多 巴 脱 羧 酶 和 酷 氨 酸 产 化 酶 的 活性 有 关 。 
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Inhibitory effects of tebufenozide on dopa decarboxylase and tyrosine 
hydroxylase in 5th instar larvae of Spodoptera exigua ( Hübner ) 


( Lepidoptera. Noctuidae) 

WANG Tao, QIU Xiu-Cui, JIAO Yan-Yan, LIU Hui, LIU Yong-Jie" ( College of Plant Protection, 
Shandong Agricultural University, Tai’ an, Shandong 271018, China) 

Abstract: Tebufenozide acting in a similar fashion of ecdysone was found to produce phenotypic effects 
that finally interfere the formation of new larval cuticle in insects. To explore the effects of tebufenozide 
on the enzyme activities related to the formation of new cuticle in insects, high performance liquid 
chromatography ( HPLC ) -fluorescent assay was used to determine the activities of dopa decarboxylase 
(DDC) and tyrosine hydroxylase ( TH) in 5th instar larvae of Spodoptera exigua which were continuously 
treated with tebufenozide for different time. The results indicated that after the larvae were treated with 
two sublethal concentrations (LC 28. 41 jumol/L and LC4, 85. 23 pmol/L) of tebufenozide, the 
activities of DDC and TH were significantly inhibited , and the inhibitory effect was more marked when the 
larvae were treated with tebufenozide at the high sublethal concentration than at the low sublethal 
concentration. The inhibition rates of DDC and TH activities were raised with treatment time at the same 
sublethal concentration. Tebufenozide had the similar inhibitory effects on DDC and TH activities in the 
midgut, head, fat body, hemolymph and cuticle of the 5th instar larvae as on those in the whole larval 
body. It is so concluded that the interference in the formation of new larval cuticle is likely related to the 
inhibition of DDC and TH activities by tebufenozide. 

Key words: Spodoptera exigua ; tebufenozide; dopa decarboxylase ( DDC) ; tyrosine hydroxylase ( TH) ; 
enzyme activity ; inhibitory effect 


JR UUIEDS EA RASARE EEKE, 已 在 许多 国家 广泛 用 于 防治 棉花 、 
MRAR MEN, 它 对 靶 标 鲜 翅 目 害虫 具有 高 MR RASE ERRER, ENK 
度 的 选择 毒性 (Smagghe et al., 2004) ,对 环境 和 非 WIR Spodoptera exigua. 的 少数 几 种 新 突 高 效 药 剂 之 
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— , HRUBEUPESU Eb nupt BEIC DI BE, 55 6 RCUUR ox 
IKE A H. 4B TE H ELE T 4T ES ( Minakuchi et al., 
2003), ， 阻碍 相关 基因 的 表达 (Zhou et al., 1998; 
Futahashi and Fujiwara, 2007) , 影响 多 种 酶 的 活性 
(ERES, 2010; BERS, 2010), ， 从 而 持续 诱 
导 赔 皮 反 应 使 虫 体 早 熟 赔 皮 而 死亡 (Retnakaran et 
al., 1997) 。 昌 然 双 栈 脖 类 在 新 品种 开发 、 毒 理 机 制 
等 方面 发 展 很 快 , 但 是 随 着 使 用 时 间 和 范围 的 不 断 扩 
K, 抗 药性 问题 依旧 逐渐 凸现 出 来 (Jia et al., 2009), 
此 忠 栈 有 讲 对 昆 忠 的 作用 机 理 值得 更 深入 研究 。 

多 巴 脱羧 酶 (dopa decarboxylase, DDC) MKA 
MREMEN (tyrosine hydroxylase, TH) 在 昆虫 生长 发 
育 过 程 中 具有 非常 重要 的 作用 。 在 昆虫 新 表皮 形成 
过 程 中 ,多 巴 脐 羧 酶 是 一 种 将 多 巴 (3，4-dihy- 
droxyphenylalanine, DOPA ) R i y £ E m 
( dopamine) 的 酶 类 ,参与 表皮 形成 过 程 中 的 骨 化 
(FE, 2010) , 它 也 是 昆虫 表皮 物质 黑色 素 合 成 
中 的 关键 酶 ( Nagy and Hiripi, 2002), MARHE 
E 7 FÉ JR A P A EJ (norepinephrine, NE) , & 
Ei ( dopamine, DA) 合成 的 重要 酶 之 一 , 是 哺乳 动 
物体 内 儿 茶 酚 胺 生物 合成 的 限 速 酶 (Futahasphi and 
Fujiwara, 2005), TH 是 哄 哈 依赖 的 加 单 氧 酶 
(monooxygenase) ， 众 化 L-K eA B2 / ^E 7c 45 c wr ^E 
A L- E. "EA L-BRSATAUNIAT T SECUS, UWUS 
HÆ PER ( tetrahydropterin, BH,) 为 辅酶 ,生成 工 -多 
Ei. ZK RU BER SX S cL AE HI UE IS (Winder and Harris, 
1991) , EESXERXS EB BI t, Ie 5 ARKAA P 
第 一 个 关键 酶 , 对 色素 形成 和 表皮 人 硬化 有 重要 作用 
( Friggi-Grelin et al., 2003), R BEBE E T DLE X 
皮 形 成 过 程 中 , nS SS SUGBERU TR TECBBTE 2555, 
2010) ,抑制 多 巴 脱 羧 酶 基因 的 表达 (Retnakaran et 
al., 1997) , 是 否 会 抑制 多 巴 脱羧 酶 和 酷 筑 酸 产 化 
酶 的 活性 , 这 个 问题 还 不 清楚 。 因 此 本 研究 以 甜 沫 
夜 蛾 为 试验 材料 , 38 PUTA GINE 5 龄 幼虫 多 巴 
胶 捧 酶 和 酷 氨 酸 产 化 酶 的 作用 特点 和 测定 用 忠 酰 肝 
处 理 后 幼虫 头 部 、 血 淋巴 和 表皮 组 织 多 巴 脱 羧 酶 和 
KARELII PE, Bg dat DE Eb d o EXER 
酶 和 酷 氨 酸 关 化 酶 活力 的 有 影响。 为 深入 人 研究 该 类 药 
剂 的 作用 机 理 , 开发 环境 友好 、 高 效 、 安 全 的 新 杀 
虫 剂 提 供 理论 依据 。 


1 材料 和 方法 


1.1 ARER 
2008 年 8 H X B URRA RB DT, RA K 


ARKA E BURHSIE CRI, 在 25 € 1C, RH60% ~ 
7096 , 光 周 期 为 14L: 10D 的 光照 培养 箱 内 , 用 人 工 
饲料 ( 李 广 安 等 , 1998) 继 代 饲养, 收集 5 龄 幼虫 供 
本 实验 用 。 
1.2. 供 试 药剂 和 试剂 

95% REDEA, 青岛 海 利 尔 药 业 有 限 公 司 生 
y^, 配制 为 7.10 mmol/L 的 母液 [用 万 分 之 一 的 电 
子 天 平 称 取 576. 31 mg HEBES 25, HARRA OA 
酮 : 去 离子 水 20.2:1, v/v) 稀 释 定 容 至 100 mL 的 
容量 瓶 中 ]; 盐酸 多 巴 腕 ,上海 品 纯 试剂 有 限 公 司 
产品 ; 考 马 斯 亮 赣 G-250. L-E. JSIR Hn BEDS NA 
盐 (MES)、 二 硫 苏 糖 醇 (DIT)、6, 7- 二 甲 基 -5, 6, 
7, 8- 四 氢 蝶 叭 盐酸 盐 (DMPH, ) Sigma 公司 产品 ; 
L- 酷 损 酸 、 维 生 素 Be 天 津 市 大 友 化 学 试剂 矿产 
i; 维生素 C、 甲 醇 、 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 、 三 氯 乙酸 
WREE EREA ERAM ERAEN 
Biz, 天津 市 凯 通 化 学 试剂 有 限 公 司 产品 ; WAP 
(Ca H,NCI) ， 南 京 梧 科 药 业 有 限 公 司 产品 ; 
浓 盐 酸 , 淄博 化 学 试剂 有 限 公 司 产 品 ; BAR, M 
州 市 奢 盛 源 化 工 有 限 公 司 产品 ; 过 氧化 氢 酶 ， 
Solarbio 公司 产品 ; 二 甲 基 亚 碘 (DMSO ) , 天 津 市 天 
河 化 学 试剂 三 产品 。 上 述 试剂 除 甲 醇 为 色谱 纯 外 ， 
其 余 试剂 均 为 分 析 纯 。 
1.3 试 虫 处 理 

根据 虫 酰 肝 对 本 实验 用 甜菜 夜 蛾 3 龄 幼虫 的 毒 
HWER (LC 为 151. 28 pmol/L), 选用 LC, 
(28.41 umol/L) Fi LC} (85. 23 mol/L) E Bt Ez 
液 浓度 作为 本 实验 处 理 人 工 饲料 的 亚 致 死 剂量 。 虫 
BEDRA FH VAR RC C VILE: Ek 92:1, v/v) 作为 
溶剂 配制 成 母液 (7. 10 mmol/L) , 2 Jei BH k 
稀释 成 28.41 umol /L I 85. 23 jumol/L 浓度 (两 个 
浓度 中 丙酮 的 含量 均 小 于 196). UERN CART 
水 中 丙酮 含量 小 于 1% ) 浸泡 饲料 为 空 日 对 照 组 。 
将 人 工 饲 料 切 成 0.5 cm 小 方块 ,分 别 温和 28. 41 
umol /L 和 85.23 umol/L EMIFA EP 30s, 取出 
Burg. NuiHrE;6 - 12 h 的 甜菜 夜 蛾 5 龄 幼 
m, 饥 狐 4~6h 后 , 分 别 放 于 小 塑料 盆 中 , 每 盆 接 
入 30 头 35 龄 幼虫 , 分 别 用 处 理 和 对 照 的 饲料 饲 喂 
4, 8, 16, 24, 48 和 72 h 后 进行 取样 ,用 于 酶 活性 
测定 。 每 盆 为 一 重复 ,处 理 和 对 照 均 重 复 3 次 。 
1.4 RHE 

在 用 虫 酰 肝 处 理 后 不 同时 间 , 每 一 处 理 每 一 重 
复 取 3 ~4 头 幼 虫 , 整体 匀 浆 , 供 测定 不 同 处 理 时 间 
两 种 酶 的 活性 。 血 淋巴 、 头 部 和 表皮 取样 参照 
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Wappner 等 (1995 ) 的 方法 。 分 别 取 用 虫 酰 肝 按 上 述 
方法 处 理 24, 48 $0 72 h 的 5 龄 幼虫 5 ~8 头 , 在 冰 
盘 上 用 昆虫 针 目 幼虫 腹 足 处 刺 破 ， 随 即 用 毛细 管 对 
准 伤口 吸取 血 淋 巴 0.5 ~ 1 mL, 放 入 预 冷 的 离心 管 
中 , 加 入 预 冷 的 5 mL 0.2 mol/L 的 磷酸 缓冲 液 (pH 
6.8)。 将 吸取 血 淋 巴 后 的 5 龄 幼虫 放 在 冰 盘 上 解 
训 。 除 去 虫 体 表 皮 内 外 附着 物 ， 剪 下 头 部 。 将 表皮 
和 头 部 用 去 离子 水 清洗 干净 , 供 提取 酶 液 用 。 

酶 液 制备 方法 : 酶 液 提 取 参 照 高 兴 祥 等 (2004 ) 
的 方法 , 略 有 改进 。 甜 菜 夜 蛾 5 龄 幼虫 整体 及 中 
肠 、 脂 肪 体 、 血 淋巴 、 头 部 和 表皮 组 织 的 多 巴 脱羧 
酶 酶 液 提取 , 按 5 mL/g 的 比例 加 入 预 冷 的 0.1 
mol/L Na, HPO,-NaH, PO, 缓冲 液 (pH 7.2) ; KAR 
FG BSEC PEU 5 mL/g 的 比例 加 入 预 冷 的 0.2 
mol/L Na, HPO,-NaH, PO, 缓冲 液 (pH 6.5)。 分 别 
EKR PIR, F AC 冰箱 内 静 置 30 min 后 抽 提 。 
抽 提 液 在 4% 8 000 r/min 离心 30 min, HAWAA 
析 后 供 酶 活力 测定 用 。 
1.5 酶 活性 测定 
1.5.1 £P RESTE: BERAR RIRIA 
Rm 5c (2005) 的 外 标 法 测定 , HE m ANRA E o 
用 Eclipse XDB-C18 $E (5 um, 4.6 mm x 150 mm, 
Agilent 公司 ) 分 析 , 流动 相 为 磷酸 缓冲 液 (1 mol/L, 
pH 5.8) -FHfiS(98:2, v/v) ， 流 速 为 1 mL/min, 柱 
温 307C , 检测 波长 为 280 nm, 

酶 活性 测定 参照 Noguchi 等 (2003 ) 的 方法 , 采 
用 Agilent 1200 高 效 液 相 色谱 - 菊 光 检测 法 (HPLC- 
RP), 通过 测定 多 巴 胺 的 生成 量 来 计算 酶 的 活性 。 
标准 的 酶 促 反 应 体系 为 1 mL: 0. 1 mol/L 的 磷酸 钾 
缓冲 液 ，0. 3 mmol/L 的 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 , 0. 17 
mmol/L 的 抗坏血酸 ,0.01 mmol/L KS aE EZ EREM , 
0.5 mmol/L If] L- E, 0. 1 mmol/L B py JA FH 3k 
胺 ,上 述 物 质 混 勺 后 置 于 25ST 恒温 水 洽 中 10 min, 
再 加 入 200 uL 酶 液 继续 反应 30 min 后 ,加 入 400 
WL 3 mol/L 三 氧 酸 终 止 反 应 , 4C 20 000 g 离心 10 
min 后 吸取 20 pL 上 清 用 于 HPLC 系统 分 析 。 以 多 
巴 胺 产物 生成 量 多 少 表示 酶 活性 大 小 , 计算 出 多 已 
脱羧 酶 的 比 活性 , 从 而 比较 其 活性 高 低 。 由 以 下 公 
式 计 算出 酶 活性 ,， 酶 活性 (mmol[L - min) = 产物 净 
生成 浓度 (mmol/L) x 反应 液 的 总 体积 (pL)/ 酶 溶 
液体 积 (pL) x 反应 时 间 (min)。 
1.5.2. KARAL: Cun ARTES UE E 
MEZZ (2007) 的 外 标 法 , 样品 用 双 蒸 水 溶解 。 用 
Eclipse XDB-C18 f: (5 um, 4. 6 mm x 150 mm) 分 


析 , 流动 相 为 超 纯 水 - 甲 醉 (60:40, vAv) 其 中 每 升 中 
€ EDTA-Na, 28 mg, SDS 150 mg X Yk WR 0. 22 
mL, 使 用 前 经 0.25 pm 核 空 膜 过 滤 , 流速 1. 0 mL/ 
min, KIRMAK (Ex) 285 nm, 检测 波长 
(Em) 326 nm, 柱 箱 温度 35C., 

酶 活性 测定 参照 于 泓 等 (2004 ) 和 Xiong 等 
(2003) 的 方法 , 标准 的 酶 促 反应 体系 为 1 mL: 醋酸 
钠 200 umol/L, MES 40 mmol/L, L-K 4H? 300 
umol/L, DTT 1. 0 mmol/L, 硫酸 亚 铁 1.0 mmol/L, 
DMPH, 1.0 mmol/L, 4 mg/mL BJix SA AS, JP EL 
于 37% 恒温 水 浴 中 30 min, 加 入 1 mL 0. 1 mol/L 
HC10, 终 止 反应 , 涡 旋 混 匀 ，15 000 r/min 离心 20 
min， 上 清 ( 含 酶 促 反 应 产物 L-2 8) 转 人 干净 管 
中 ,采用 高 效 液 相 色谱 - 灾 光 检测 法 (HPLC-RP) 检测 
其 生成 量 。 定 性 分 析 : 以 样品 峰 的 保留 时 间 与 标准 
物 保留 时 间 对 照 定性 。 定 量 分 析 : 以 工 -多 巴 产物 生 
成 量 多 少 表示 酶 活性 大 小 , 计算 出 酷 氨 酸 关 化 酶 的 
EWIE, 从 而 比较 其 活性 高 低 。 由 以 下 公式 计算 出 
酶 活性 , 酶 活性 (mmolAL. min) = 产物 净 生 成 浓度 
(mmol/L) x 反应 液 的 总 体积 ( pL)/ 酶 溶液 体积 
(uL) x 反应 时 间 (min)。 

1.6 ”蛋白质 含 量 测定 

采用 考 马 斯 亮 蓝 G-250 法 (Bradford，1976) 测 
ERARE, 

1.7 数据 统计 与 分 析 

采用 SPSS 17.0 软件 对 实验 数据 进行 二 检验 及 
单 因 素 方差 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 FREE SH 3e S5 龄 幼虫 多 巴 脱 羧 酶 活性 
9 影响 
2.1.1 幼虫 整体 多 巴 脱 羧 酶 活性 的 变化 : 用 28.41 
j.mol/L 和 85. 23 iumol/L 两 个 亚 致死 剂量 的 虫 酰 脐 
处 理 的 人 工 饲料 连续 饲 喂 5 龄 幼虫 , 选取 饲 喂 不 同 
时 间 的 5 龄 幼虫 整体 测定 其 多 巴 脐 羧 酶 的 活性 。 结 
条 表明 (图 1) : 用 两 个 亚 致 死 剂量 虫 酰 肝 处 理 不 同 
时 间 后 , 多 巴 脱 凑 酶 的 活性 均 显 著 低 于 未 处 理 的 对 
照 酶 的 活性 , 表现 为 抑制 作用 。 随 着 处 理 时 间 的 延 
长 ， 虫 酰 肝 对 多 巴 脱羧 酶 活性 的 抑制 作用 呈 增 加 趋 
势 ; 并 且 在 相同 处 理 时 间 ， 高 剂量 的 虫 酰 脖 对 多 巴 
脱羧 酶 的 抑制 作用 也 显著 大 于 低 剂 量 的 抑制 作用 。 
处 理 4h 后 , 两 个 亚 致死 剂量 虫 酰 脖 对 多 巴 脱 凑 酶 
活性 的 抑制 率 分 别 为 27.4% 和 40.6% , 8 h 后 抑制 
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5&4 8| Jy 29. 996 RI 41. 496 , 16 h 后 抑制 率 分 别 为 
22.196 $8 37. 896 , 24 h 后 抑制 率 分 别 为 26.6% 和 
48.196 , 48 h 后 抑制 率 分 别 为 30.05% 和 50. 696 , 
Z 72 h 后 抑制 率 分 别 为 42.5% 和 61.6% 。 
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图 1 虫 酰 肝 处 理 不 同时 间 后 甜菜 夜 蛾 5 龄 幼虫 
整体 多 巴 脱 羧 酶 活性 变化 
Fig. 1 Change in DDC activity in whole bodies of the 5th 
instar larvae of Spodoptera exigua at different time 


post exposure to tebufenozide for different time 


2.1.2. 幼虫 不 同 组 织 多 巴 脱羧 酶 活性 的 变化 : 用 
28.41 jmol/L 和 85.23 umol/L WEEZE I) E E E 
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溶液 浸泡 饲料 , TR UR RH ORE DC 5 龄 幼虫 24,，48 和 
72 后 , A3 DW XE RH Se CHR RRR de E. 
血 淋 巴 、 脂 肪 体 和 中 肠 多 巴 脱 羧 酶 的 活性 。 结 果 表 
明 ( 表 1): 用 28.41 pumol/L 和 85.23 iumol/ L 剂量 
AREE, HABD 5 RIRA Xe B6. LORD. 
脂肪 体 和 中 肠 的 多 巴 脱羧 酶 活性 的 抑制 率 随 着 处 理 
时 间 的 增加 抑制 率 逐 渐 增 大 , 且 抑 制作 用 呈 逐 渐 增 
大 趋势 。 虫 酰 脐 处 理 后 相同 时 间 , 85.23 pmol/L z 
量 对 多 巴 脱羧 酶 的 抑制 率 均 高 于 28. 41 pmol/L 剂 
量 的 抑制 率 。 通 过 比较 同一 剂量 、 处 理 相 同时 间 测 
得 的 虫 酰 脖 对 不 同 组 织 多 巴 脱羧 酶 的 抑制 率 结果 ， 
可 以 看 出 , 24 h 和 48 h 后 虫 酰 肝 对 脂肪 体 多 巴 胶 
羧 酶 的 抑制 率 最 高 , KARZ, 头 部 最 低 ; fH 72 h 
后 虫 酰 脖 对 表皮 多 巴 脱羧 酶 的 抑制 率 最 高 ， 血 淋巴 
次 之 , 头 部 最 低 。 该 结 采 表明 虫 酰 肝 能 显著 地 抑制 
垂 沫 夜 蛾 幼虫 体内 不 同 组 织 的 多 巴 脱羧 酶 活性 , H 
对 不 同 组 织 多 巴 脱 羧 酶 活性 的 抑制 作用 不 同 。 此 
外 , 从 幼虫 5 个 不 同 组 织 的 对 照 实 验 结果 还 可 看 
出 , 幼虫 表皮 多 巴 脱羧 酶 的 活性 最 高 ， 头 部 次 之 ， 
中 肠 最 低 。 


表 1 "BERE REIS [S] EST AHRR S 龄 幼虫 不 同 组 织 多 巴 脱 羧 酶 活性 变化 


Table1 Changes in DDC activities in different tissues of the 5th instar larvae of 


Spodoptera exigua at different time post exposure to tebufenozide 


药剂 浓度 24 h 
酶 活性 
DDC activity 


Pesticide 


虫 体 组 织 


Body tissues concentration 


( Wmol/L) ( mmol/L * min) 
xk 85.23 4.49 +0.53 c 51.7 
28.41 6.38 +0.31 b 31.5 
Cuticle 
0 9.30 x0.43a 
3 85.23 5.78 x0.10 c 36.9 
P 28.41 7.81 +0.17 b 14.7 
Head 
0 9.17 x0.33a 
85.23 3.12 x0.41c 55.2 
血 淋 巴 
28.41 5.05 x0.48 b 27.6 
Hemolymph 
0 6.97 x0.31a 
egi 85.23 3.93 +0.12 b 54.7 
i 28.41 5,49 +0.42 b 36.8 
Fat body 
0 8.69 +0.60 a 
- 85.23 3.29 +0.35 b 41.4 
28.41 4.44 x0.15 b 21.0 
Midgut 
0 5.62 x0.19a 


抑制 率 (9%2 ) 


Inhibition rate 


( mmol/L * min) 


48 h 72h 


酶 活性 
DDC activity 
( mmol/L * min) 


酶 活性 


DDC activity IEC ) 


Inhibition rate 


抑制 率 ( % ) 


Inhibition rate 


3.35 +0.24 c 52.4 2.62 +0.14 c 71.4 
4.67 +0.17 b 33.7 3.93 £0.17 b 57.2 
7.05 +0.32 a 9.19 +0.36 a 
4.10 +0.47 c 37.3 3.94 £0.51 c 48.8 
5.5] +0.06 b 15.9 5.66 +0.23 b 26.5 
6.55 x0.18 a 7.69 x0.46 a 
5.67 x0.46 c 56.4 2.14 +0.21 c 67.8 
8.54 +0.81 b 34.2 3.52 +0.23 b 46.9 
12.98 +1.02 a 6.62 +0.21 a 
2.40 +0.06 c 55.2 2.96 +0.26 c 61.2 
3.38 +0.13 b 37.7 4.38 +0.16 b 42.6 
5.37 +0.11 a 7.63 +0.30 a 
1.79 +0.06 b 42.0 2.38 +0.11 c 56.3 
2.40 +0.05 b 22.0 3.54 +0.29 b 35.1 
3.08 x0.08 a 5.46 +0.30 a 








表 中 酶 活性 数据 为 平均 值 + 标准 误 , 同一 虫 体 组 织 同 一 栏 内 数据 后 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (Tukey 氏 检 验 , P 0.05); 262 [i]; Data of 


phenoloxidase activity are means + SE, and those in the same column of one body tissue followed by different letters are significantly different by Tukey’ s 


test ( P0. 05). The same for Table 2. 


1 期 


2.2 RERNE S 854] HR EE SER F6 A 
性 的 影响 

2.2.1 幼虫 整体 酷 氨 酸 羟 化 酶 活性 的 变化 : 用 
28.41 pmol/L 和 85. 23 jumol/L WELE JI] E E k H 
处 理 的 甜 沫 夜 蛾 5 龄 幼虫 整体 , 经 不 同 处 理 时 间 后 
测定 酷 氨 酸 凑 化 酶 的 活性 。 结 有 果 表 明 ( 图 2) : 两 个 
亚 致 死 剂 量 忠 酰 肘 处 理 不 同时 间 后 ， 栈 氨 酸 关 化 酶 
的 活性 均 显著 低 于 对 照 的 酶 活性 ， 表现 为 抑制 作 
用 。 随 着 处 理 时 间 的 延长 , 忠 酰 腓 对 酷 氨 酸 产 化 酶 
的 抑制 作用 也 逐渐 增强 , 并 且 高 剂量 的 抑制 作用 显 
著 大 于 低 剂 量 的 抑制 作用 。 处 理 4h 后 , 两 个 亚 致 死 
剂量 对 酷 氨 酸 羟 化 酶 活性 的 抑制 率 分 别 为 10.8% 和 
20.296 , 8 h 后 抑制 率 分 别 为 11.7% 和 22.1%,16h 
后 抑制 率 分 别 为 5.8% 和 17.7% , 24 h 后 分 别 为 
12.5596 和 27.95% , 48 h 后 抑制 率 分 别 为 22.2% 和 
38.196, 至 72 h 抑制 率 分 别 增加 到 30. 2% 和 
49.0% , 

2.2.2. 5pm A ER i AR F5 TES T PE RE IG: 
FH 28.41 jumol/L FI 85. 23 umol/L 亚 致死 剂量 虫 栈 
PAWAR, s] RE Se CS 龄 幼虫 24, 48 和 
72 h, TANM x SH Sie p S 龄 幼虫 站 部、 表皮 、 血 
BREL. JEDEM AKARAT. IRAE 
明 ( 表 2) : 用 28.41 pmol/L 和 85.23 pmol/L 剂量 


X2 
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g 140 口 CK 

E 120 828.41 pmol/L tebufenozide 

3 z 2185.23 umol/L tebufenozide 

E H 100 

C$ 80 

E 

E > 60 

包 40 

XH 也 

党 d 

E 20 

a 0 A Z À À 
4 8 16 24 48 72 

处 理 时 间 (h) 


Treatment time 
图 2 虫 酰 肝 处 理 不 同时 间 后 甜菜 夜 蛾 5 龄 幼虫 
整体 酷 氨 酸 羟 化 酶 活性 变化 
Fig. 2 Change in TH activity in whole bodies of the 5th 


instar larvae of Spodoptera exigua at different time 


post exposure to tebufenozide for different time 


AREE, HABD 5 RIRA Xe B6. LORD. 
AE AR HP ER BO BR SERERE TR PE BERE f R EA An 
理 时 间 的 增加 而 逐渐 增 大 , 且 抑 制作 用 呈 逐 渐 增 大 
趋势 。 虫 酰 肝 处 理 后 相同 时 间 , 85.23 punol/L 55] E 
对 酷 乞 酸 凑 化 酶 的 抑制 率 均 高 于 28.41 pmol/L 剂 
量 的 抑制 率 。 通 过 比较 同一 剂量 、 相 同 处 理 时 间 测 
得 的 虫 酰 脐 对 不 同 组 织 酷 损 酸 羟 化 酶 的 抑制 率 结 
A. 可 以 看 出 , 忠 酰 有 刊 对 幼 忠 表皮 酷 氨 酸 益 化 酶 的 


Hi EE EE AREE IS [e] EST 18] Je 5 龄 幼虫 不 同 组 织 酷 氨 酸 羟 化 酶 活性 变化 


Table 2 Changes in TH activities in different tissues of 5th instar larvae of 


Spodoptera exigua at different time post exposure to tebufenozide 


药剂 浓度 24 h 
虫 体 组 织 Pesticide 酶 活性 
I| e ( OC 
Body tissues concentration TH activity 抑制 率 (% ) 
Inhibition rate 
( Wmol/L) ( mmol/L * min) 
m 85.23 4.49 +0.53 c 39.4 
28.41 6.38 +0.31 b 21.6 
Cuticle 
0 9.30 +0.43 a 
iik 85.23 18.17 +1.50 c 34.8 
M 28.41 24.26 +0.43 b 13.0 
Fat body 
0 27.88 +0.49 a 
. 85.23 14.46 +1.27 c 33.9 
血 淋 巴 
28.41 19.47 +0.36 b 11.0 
Hemolymph 
0 21.87 +0.37 a 
- 85.23 11.89 +0.02 b 8.8 
28.41 12.09 +0.23 a 7.2 
Midgut 
0 13.03 +0.20 a 
33 85.23 16.61 +0.43 b 9.6 
i 28.41 17.26 +0.40 b 6.1 
Head 


0 18.38 x0.22a 


48 h 72h 


酶 活性 
TH activity 
( mmol/L * min) 


酶 活性 
TH activity 
( mmol/L * min) 


抑制 率 ( % ) 


Inhibition rate 


抑制 率 (% ) 


Inhibition rate 


3.35 +0.24 c 53.1 2.62 +0.14 c 61.18 
4.67 +0.17 b 36.3 3.93 £0.17 b 45. 36 
7.05 +0.32 a 9.19 +0.36 a 
17.96 +1.39 c 37.9 15.27 +1.82 c 47.4 
23.34 +1.07 b 19.3 20. 80 +1.69 b 28.3 
28.91 x0.68 a 29.00 x0.86 a 
13.94 x1.08 c 38.8 10.56 +1.56 c 54.7 
18.25 +0.78 b 19.9 16.27 x 1.40 b 30.2 
22.9 +1.42 a 23.32+1.15 a 
11.23 +0.42 b 21.5 8.66 +0.77 c 44.9 
11.90 x0.33 b 16.8 11.64 +0.73 b 25.8 
14.31 x0.68 a 15. 70 £0.63 a 
16.02 +0.33 b 16.2 14. 42 x 0.99 c 28.7 
16.85 +0.30 b 11.8 17. 74 x0.32 b 12.2 
19.11 +0.20 a 20.22 +0.30 a 


34 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 55 15 


抑制 率 最 高 ， 脂 肪 体 次 之 , 头 部 最 低 。 该 结果 表 
明 , 忠 酰 脐 能 显著 地 抑制 甜 业 夜 蛾 幼虫 不 同 组 织 栈 
ARIEI E, 且 对 不 同 组 织 酷 所 酸 产 化 酶 活 
性 的 抑制 作用 不 同 。 此 外 ,从 幼虫 5 个 不 同 组 织 的 
对 照 酷 氨 酸 羟 化 酶 测定 结果 还 可 看 出 ,幼虫 脂肪 体 
酷 氨 酸 益 化 酶 的 活性 最 高 ， 血 淋巴 次 之 , 表皮 
最 低 。 


3 讨论 


本 实验 选用 的 LC (28.41 umol /L) 和 LC; 
(85.23 jumol/L ) 两 个 亚 致 死 剂量 虫 栈 有 讲 浓 度 是 处 
理 5 龄 幼虫 72 h 后 确定 的 。 只 要 开始 处 理 的 试 忠 
数量 较 大 , 绝 大 多 数 幼虫 发 育 到 72 h 不 会 出 现 明 显 
中 毒 症 状 。 用 该 剂量 处 理 幼 虫 可 保证 整个 实验 过 程 
中 , 能 选取 基本 正常 活动 的 幼虫 供 实验 测定 用 。 去 
掉 少 数 表 现 中 毒 症 状 的 幼虫 , 尽量 减少 因 生 长 不 一 
致 造成 的 差异 。 

抑制 多 巴 脱 羧 酶 和 酷 氨 酸 产 化 酶 活性 ,可 导致 
L- 多 巴 合成 多 巴 胺 受阻 、 降 低 多 巴 胺 含量 ,进而 降 
低 了 作为 黑色 素 细 胞 内 酶 的 特异 性 底 物 的 多 巴 含量 
〈( 姜 俊 兵 等 , 2010) , 并 最 终 影响 表皮 的 骨 化 及 黑色 
素 的 形成 , 阻碍 昆 忠 表皮 的 合成 ( Futahashi and 
Fujiwara, 2005) 。 本 实验 用 两 个 亚 致 死 剂量 的 虫 酰 
BEABSERESETCR 5 龄 幼虫 后 ,无论 用 5 龄 幼虫 整体 
匀 浆 还 是 解剖 幼虫 不 同 组 织 提 取 酶 液 测 定 多 巴 脱 着 
酶 和 栈 氨 酸 羟 化 酶 的 活性 , 结果 都 表明 ， 曰 酰 腓 可 
抑制 多 巴 脱羧 酶 和 酷 氨 酸 产 化 酶 的 活性 ,抑制 作用 
与 忠 酰 脐 的 浓度 和 处 理 时 间 基 本 成 正 相 关 。 虫 酰 肝 
的 作用 机 制 是 抑制 幼虫 不 能 形成 结构 完整 的 新 表 
皮 。 我 们 推测 , 在 抑制 幼虫 新 表皮 形成 的 过 程 中 ， 
可 能 也 影响 到 对 新 表皮 形成 有 重要 作用 的 多 巴 脱 着 
酶 和 酷 氨 酸 产 化 酶 的 活性 。 

忠 酰 有 讲 等 双 酰 基 肘 类 旷 皮 激素 抑制 剂 杀 上 忠 剂 的 
作用 机 理 比 较 复 杂 , 还 有 许多 问题 尚 得 进一步 研 
究 。 本 人 研究 测定 忠 酰 有 讲 对 多 巴 脱 送 酶 和 酶 氨 酸 羟 化 
酶 的 影响 ,有 助 于 更 系统 地 前 明 此 类 杀 虫 剂 的 作用 
机 理 。 随 着 对 其 作用 机 理 的 深入 研究 , 探讨 通过 改 
变 害虫 体内 酶 的 活性 , 使 害虫 发 育 异 党 或 丧失 防御 
能 力 , 或 生成 过 多 的 毒性 物质 来 达 合 理 控制 的 
目的 。 
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